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Abstract-The present study was conducted with the aim of
providing a solution to the high concentrations of lead in the upper
basin of Moche River. To achieve this, two varieties of microalgae
(Arthrospira platensis and Arthrospira maximum) were used in
bioreactors with aeration adaptation. Lead determination was
performed through atomic absorption spectroscopy, and data
collection for the growth curve was based on the dry weight of
biomass. The treatments were arranged in a 2x2 factorial design,
and the growth curve was fitted to the Gompert; model. The
experimental maximum growth rate was found to be for Arthrospira
Dplatensis without Aerator at 0.63417+0.0644, and the minimum was
for Arthrospira maximum with Aerator at 0.47361+0.06401. The
model achieved R2 values exceeding 0.95 in all treatments. The
standardized effects of the two studied variables, the type of
Arthrospira, and aeration were statistically significant (p<0.05) in
growth. In conclusion, there is technological viability in using
cyanobacteria to efficiently reduce lead levels in Moche River.
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Biorremediacion con Arthrospira (V. platensis y V.
maximum) para aguas contaminadas con plomo
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Resumen— EI presente trabajo se realizo con la finalidad de
ofrecer una solucion a las altas concentraciones de plomo en la
cuenca alta del rio Moche. Para ello se uso 2 variedades de
microalgas (Arthrospira platensis y Arthrospira mdximum) en
biorreactores con adaptacion a aireacion. La determinacion del
plomo se realizo por espectroscopia de absorcion atomica y la toma
de datos para la curva de crecimiento fue por peso seco de biomasa.
Los tratamientos fueron en un arreglo factorial 2° y la curva de
crecimiento se ajusto al modelo de Gompertz. Se obtuvo que la tasa
de crecimiento mdxima experimental obtenida corresponde a
Arthrospira Platensis sin Aerador de 0.63417+0.0644 y la menor
correspondio a Arthrospira Maximum con Aerador con un valor de
0.47361:0.06401, el modelo obtuvo valores de R? superiores a 0.95
en todos los tratamientos. Los efectos estandarizados de las 2
variables estudiadas que son el tipo de Arthrospira y la aireacion
son estadisticamente significativas (p<0.05) en el crecimiento.
Podemos concluir en que existe viabilidad tecnolégica del uso de
cianobacterias para reducir de manera eficiente los niveles de
plomo del Rio Moche.

Palabras Clave— Arthrospira platensis, Arthrospira maximum,
biorremediacion, plomo, Gompertz.

. INTRODUCCION

El avance industrial junto con el aumento poblacional que
genera un alto consumismo, ha generado un aumento del
consumo de agua con ello una gran cantidad de generacion de
aguas residuales [1]. Los residuos son de diferentes origenes
tanto biolégicos, como el problema latente del lactosuero que
genera diversas alternativas de solucién usando alternativas
biotecnoldgicas [2], [3]. Pero uno de los mas complejos de
resolver son los problemas ligados a contaminacién con iones
metélicos de diferentes industrias como es la mineria.

La presencia de iones metalicos toxicos como niquel,
aluminio, plomo y cobre en agua o aguas residuales, incluso
en concentraciones bajas, puede causar graves problemas de
salud tanto para los organismos humanos como para los
bidticos [4]. En este contexto el uso de las cianobacterias se
presenta como biosorbentes prometedores para metales
pesados en la biorremediacidn. Aunque se conoce el secuestro
de metales por parte de cianobacterias, los mecanismos y
ligandos implicados no se comprenden muy bien [5].

El proceso de eliminacién de metales peligrosos en agua
basado en microalgas ha surgido como un enfoque econémico
y renovable que posee bajos requisitos de energia,
menos formacion de lodos, secuestro de CO2y
bajas emisiones de gases de efecto invernadero [6].

Se han propuesto varias tecnologias convencionales para
eliminar el plomo de los ambientes acuaticos. Recientemente,
la biosorcion se ha propuesto como una alternativa emergente
y de bajo costo basada en la sorcién de contaminantes

disueltos sobre un biomaterial [7]. Arthrospira platensis a sido
ampliamente estudiada y se ha demostrado que A.
platensis absorbe Cu2+ [8]. Esta cianobacteria procariota de
las especies de microalgas, que tiene un alto contenido de
proteinas, carbohidratos y grasas, puede interactuar con
metales pesados a través de la biosorcidn/bioacumulacion, lo
que lleva a cambios en el rendimiento de la biomasa, la tasa de
crecimiento e implicitamente, la composicion de la biomasa.

La adsorcién y absorcién de iones metélicos por las algas
puede verse afectada por factores extrinsecos, como la
temperatura, el pH y los iones competitivos, asi como por
factores intrinsecos, como el tamafio celular, la forma, el sitio
de unidn, los tipos de organulos celulares , el peso/densidad
de biomasa de algasy moléculas de uniéon a las paredes
celulares, Grupos funcionales como hidroxilo, fosforilo,
amino, carboxilo y sulfhidrilo se encuentran entre los
mecanismos propuestos para la eliminacion de iones
metalicos. Los cationes metélicos tienden a unirse a estos
grupos a traves de interacciones electrostaticas basadas en
cargas, y la variacién del nivel de afinidad de los grupos
funcionales puede afectar la eficacia de la eliminacion [9]

Ademas, las microalgas crecen mixotroficamente y se
adaptan facilmente a condiciones ambientales adversasLa
razén por la cual Arthrospira plantesis y maximum es capaz de
absorber metales pesados como el plomo, se debe a sus grupos
carboxilos [5]. Las caracteristicas de las microalgas asi como
su organizacién en el medio ambiente podrian afectar su
capacidad de eliminacion. Por ejemplo, en teoria, las formas
unicelulares deberian exhibir mayores capacidades de
eliminacién porque poseen mayores areas de superficie para
el proceso de adsorcién . Sin embargo, tienden a formar
agregados celulares, lo que da como resultado la formacion de
biopeliculas, que podrian cubrir algunas de las &reas de
superficie [10].

El presente trabajo de investigacion experimental se
realiza con la finalidad de ofrecer una solucion a un problema
persistente durante los afios el cual es la contaminacién del rio
Moche (Trujillo — Per(). El Rio Moche es una importante
fuente de agua para la ciudad de Trujillo y sus alrededores. A
pesar de ello, las actividades mineras y la falta de medios
adecuados para la eliminacion de residuos han provocado altas
concentraciones de plomo en el agua de los rios. Esto se debe
principalmente a los desechos mineros y a las emisiones de las
empresas mineras que operan en la zona [11], el cual afecta al
ecosistema ocasionando dafios en la flora y fauna de la zona,
asimismo también ocasiona dafios a los pobladores de zonas
aledafias.
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Il. MATERIALES Y METODOS

A. Adaptacidn de Arthrospira platensis y maximum:

Arthrospira platensis

Para la adaptacion al medio, se necesita 1 litro de agua
que estara vertida en una botella de 2.5 litros; 10 gramos de sal
sin yodo o mejor dicho sal industrial, ya que este tipo de cepa
necesita que sea un medio un poco salado; 6 gramos de
bicarbonato de sodio y semanalmente se tiene que dar 1 mL.
de fertialga, ya que con esto dara los suficientes nutrientes
para el medio. El tiempo de adaptacion es de por lo menos 10
dias.

Arthrospira maximum

Para la adaptacién al medio, se necesita 1 litro de agua
que estard vertida en una botella de 2.5 litros; 2 gramos de
bicarbonato de sodio y semanalmente se tiene que dar 1 mL.
de fertialga, ya que con esto dard los suficientes nutrientes
para el medio. El tiempo de adaptacion es de por lo menos 10
dias.

B. Obtencion de muestra de agua del rio Moche

Poblacién

La poblacion de la Cuenca Hidrografica del Rio
Moche comprende las Provincias de Trujillo, parte de
Otuzco, Julcan y Santiago de Chuco
Disefio del muestreo

Para el desarrollo de este analisis se empleo el tipo de
muestreo aleatorio simple, teniendo en cuenta todos los
factores necesarios a fin de asegurar que las muestras
optimas.
Obtencién de la muestra

Se recolect6 una muestra de agua de la parte de la
cuenca alta del Rio Moche (linea azul de la Figura 1),
ubicado en el distrito de Otuzco, provincia Otuzco,
Departamento de La Libertad.

0 CHICAMA

CUENCA DEL RI

u
CUENCA peEL RIO VIR

LEYENDA

Capital de Departamento

Fig. 1 Cuencas del Rio Moche ( Grafico tomado y adaptado de
INRENA-Per()

Preparacion de la muestra para identificar plomo por
Espectroscopia de absorcién atémica

e Para preparar un estandar patrén de plomo de 100
mg/L, se midié 10mL del estandar certificado de
1000 mg/L y se contuvo en una fiola de 100 ml,
luego se enrazo con agua ultrapura.

e Se prepard un blanco de calibracion con agua
ultrapura, siguiendo el procedimiento anterior.

e Digestidn &cida: Tomar un volumen de 50 mL de
muestra de agua y depositarlo en un vaso de
precipitacién de 100 mL para luego agregar 5
mL de HNO; CC vy llevar a plancha de
calentamiento hasta evaporarse en un 80% del
volumen inicial. Posterior a ello filtrar haciendo
uso del equipo de filtracion y depositarlo en una
fiola de 50 mL y aforar con la solucién de HNO3
al 1%.

e Se tomo una alicuota de 10 mL de muestra para
su lectura en el equipo de absorcién atdomica
AGILENT 240FS.

C. Biorremediacion:

Una vez obtenida la muestra de agua y pasen los 10 dias
del periodo de adaptacion de la cianobacteria, se necesita
poner 1.5 litros de agua del Rio Moche y 500 mililitros de
agua con la cianobacteria. Se procede a hacer ese
procedimiento un total de 4 veces, quedando asi que 2 tanques
tienen la cepa Arthrospira platensis la cual uno de estos taques
tendrd un compresor de oxigeno que esté funcionando las 24
horas del dia y otro no tendra compresor de oxigeno, pero se
tendr4 que mover para que la cianobacteria no se quede al
fondo. Los pasos serdn los mismos para Arthrospira
maximum.

Una vez instalado se procede a tomar las muestras, para
esto necesitamos tubos de ensayo con tapa rosca. A las 24
horas de la instalacion se procede a tomar la primera muestra
de cada tanque, este procedimiento se repite en los siguiente 9
dias para asi completar los 10 dias de toma de muestra.

La experiencia se realiz6 en pequefios tanques esto porque
el cultivo en suspensién de células de algas y el tratamiento de
contaminantes suelen utilizar un sistema de estanque abierto,
que tiene las ventajas de una estructura simple, un bajo costo
de inversion y es facil de ampliar.

D. Peso de la biomasa:

Para determinar el peso de biomasa diario, se utilizé un
filtrador y papel filtro, el papel filtro fue llevado a una balanza
analitica para saber el peso inicial, luego se lo marca para
saber de cudl es la muestra, se instala en el filtrador y se pone
la muestra, para evitar que la muestra se seque solo se prendié
el filtrador 3 segundos, después de eso el papel filtro se pone
en un crisol y lo llevamos a la estufa eléctrica para quitar toda
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la humedad presente, para posteriormente pesar nuevamente el
papel filtro.

E. Determinacion del porcentaje de remocién de plomo.

Para este fin se usé la ecuacion siguiente:

Ci — C;
Remocion (%) = ——x

100
G

Donde:

Ci= Medida inicial de la concentacion de plomo en
la muestra sin tratar.

Ci= Medida final de la concentacion de plomo en la
muestra tratada.

F. Anélisis estadistico y ajuste a modelo de crecimiento
celular

Se realizd un andlisis de regresion no lineal para el ajuste
del modelo cinético en las cepas de microalgas
investigadas. Se utilizard el modelo de Gompertz el cual se
utiliza para estudiar la cinética de crecimiento
de microorganismos. La ecuacién siguiente representa al
modelo usado:

y = qe =P (=k(x—x0)

Donde a es la biomasa maxima, k representa la tasa de
crecimiento relativa en el momento Xc; y Xc es el momento
en el que las cepas de algas alcanzan la tasa maxima de
crecimiento (en dias). Los valores de los coeficientes a, Xc y k
se encuentran en funcion de los datos de medicion
experimentales y mediante analisis de regresion no lineal.

Para la comparacion de tratamiento se hara una prueba de
comparacion multiple de Tukey y para la significancia se lo
tratara como un modelo factorial del tipo 22.

I11. RESULTADOS

A. Crecimiento de las microalgas y ajuste a modelo de
Gompertz

La figura 2 muestra las curvas de ajuste de crecimiento
para los 4 tratamientos analizados, se aprecia que el cultivo
presentd una curva de crecimiento sigmoidea clasica. Se
produjo una fase de retraso durante el primer dia, luego, se
obtuvo una fase tipicamente exponencial entre el crecimiento
del dia 2y 5, seguida de una meseta donde el crecimiento
alcanza su maximo.

0.16 4 . .
0.14 4
0.12 4 s
v
o 0.10
o
% J
o 0.08
w 4
[}
0. 0.06 -
] ®  Arthrospira Platensis con Aerador
¢ Arthrospira Platensis sin Aerador
0.04 4 4 Arthrospira Maximum con Aerador
v Arthrospira Maximum sin Aerador
1 —— SGompertz Fit of Sheet1 C"Arthrospira Platensis sin Aerador”
0.02 —— SGompertz Fit of Sheet! B"Arthrospira Platensis con Aerador”
—— SGompertz Fit of Sheet! D"Arthrospira Maximum con Aerador”|
1 —— SGompertz Fit of Sheet1 E"Arthrospira Maximum sin Aerador”
0.00 4 s

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dia
Fig. 2 Ajustes de Gompertz a las curvas de crecimiento de las
microalgas

La tasa de crecimiento maxima experimental obtenida
corresponde a Arthrospira Platensis sin Aerador de
0.63417+0.0644 y la menor correspondi6 a Arthrospira
Maximum con Aerador con un valor de 0.47361+0.06401.

La identificacion de los parametros del modelo Gompertz
utilizado y los coeficientes estadisticos se presentan en la
Tabla 1, es interesante observar que este modelo obtuvo
valores de R? superiores a 0.95 en todos los tratamientos.

TABLA |
PARAMETROS DE LA ECUACION DE GOMPERTZ
Arthrospira | Arthrospira | Arthrospira | Arthrospira
Platensis Platensis | Maximum | Maximum
con sin con sin

Aerador Aerador Aerador Aerador

0.12519 0.15399 0.11953 0.10329

a +0.0036 +0.00252 | +0.00369 | £0.00337

2.11241 2.02275 3.35994 2.6434

XC +0.20265 | +0.11622 | +0.19365 +0.2182

0.62025 0.63417 0.47361 0.62756

k +0.10768 +0.0644 +0.06401 | +0.11649

R? 0.9816 0.95001 0.97599 0.95316

R? ajustado 0.97826 0.94092 0.97163 0.94465

B. Reduccién de plomo del agua de Rio

Para poder saber si las diferentes cepas de Arthrospira
fueron capaces de reducir los niveles de plomo en las aguas
del Rio Moche se comparan con los Estandares de Control
Ambiental del Peri (ECA), los diferentes pardmetros se
aprecian en la tabla I1:
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TABLAII
COMPARATIVO ENTRE LA CONCENTRACION DE PLOMO Y
ECA
MUESTRA ECA (ppm)
Metal | Concentracion Agua para Agua para Agua para
(ppm) consumo consumo rieqo de
humano Animal 9
cultivo
Plomo 0.2427 0.05 0.05 0.05

Tal como se observa la concentracion de plomo es
superior a los Estandares de Calidad Ambiental para el agua
de consumo humano, agua para riego de vegetales y agua para
consumo animal.

Se debe considerar que la cantidad de metales pesados en
el agua afecta el crecimiento de esta cianobacteria, por lo que
una baja concentracién de metales pesados en el medio hace
que el crecimiento poblacional aumente. Con base en su
investigacion se encontr6 que la tasa de crecimiento de A.
platensis estaba influenciada por la concentracion de Pb2+, a
baja concentracién de Pb podria estimular el crecimiento,
también indico6 que la A. platensis tolera una alta
concentracion de Pb2+, por lo que es capaz de remediar las
aguas contaminadas [12].

El creciente interés en las soluciones biotecnoldgicas
ambientales emergentes que utilizan sistemas de algas se debe
a su resiliencia para adaptarse al entorno que cambia
rapidamente, en particular la contaminacién por metales
pesados causada por actividades antropogénicas.

En la Figura 3 se realiza una comparacion mdultiple
usando la prueba de Tukey donde se evidencia que los 4
tratamientos son estadisticamente distintitos. Debido a que
buscamos cual es tratamiento que puede lograr mayor
remocion de plomo observamos que el tratamiento que logra
este objetivo fue de la Arthrospira platensis sin aireacion
teniendo una reduccién de plomo del 85.37% , siguiéndole el
tratamiento de la misma cepa con compresor de aire teniendo
una reduccion del 72.97%; en tercer lugar, esta la cepa
Arthrospira maximum con compresor de aire siendo capaz de
reducir el 63.08% de plomo; por dltimo esa misma cepa sin
aerador siendo sus resultados pocos satisfactorios solo
teniendo una reduccion del 7.25%.

Ademaés se ha informado que Arthrospira platensis posee
una gran capacidad de absorcion de metales pesados y es
capaz de activar un conjunto definido de procesos bioquimicos
y fisioldgicos para contrarrestar la acci6n tdxica de
los contaminantes ambientales [13].

0.2
Tukey

Significance Level: 0.05

0.1

0.0 -

Fig. 3 Comparacién de tratamientos realizados

La biomasa de las 2 cepas de algas en teoria es capaz
tanto de adsorcion como de absorcion. En el proceso de
absorcion, la tolerancia a los metales de las algas es una
caracteristica esencial. Cualquier cambio significativo en la
cantidad de células de algas vivas que crecen en una solucién
de iones metélicos indica la tolerancia y adoptabilidad de las
algas, esto en comparacion al uso de materiales inertes para el
mismo fin que solo usa la adsorcion como fenémeno para
extraer los metales del agua contaminada.

C. Efecto del tipo de cepa y aireacion

La figura 4 muestra los efectos estandarizados de las 2
variables estudiadas donde tanto el tipo de cepa y la aireacion
son estadisticamente significativas (p<0.05) en el creciente de
las variedades de Arthrospira.

(2)Cepall) 49.1364

1Llby2L 38.65559

(1)Aireacion(L) 24.76855

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Fig. 4 Pareto estandarizado para efectos de tipo de cepa y aireacion
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De la misma forma se evalu6 el efecto combinado de las
variables estudiadas, esto se muestra en la figura 5 donde lo
representado en color rojo es el area de isorespuesta con
mayores valores la cual esta ligada a la variedad Platensis en
condiciones de no aireacion.

2.0

A, platensis

Bl >025
Bl <024
I <0.19
[]<0.14
= <0.09
Bl <0.04
Bl <-0.01

1.0

A. maximui

1.0 2.0

Con Aireacion

Aireacién Sin aireacion

Fig. 5 Superficie de respuesta para efectos de tipo de cepa y aireacion

Los resultados obtenidos concuerdan con hallazgos en
investigaciones donde la Arthrospira platensis tuvo valores un
poco méas bajos de remocién de plomo estando de forma libre
sin ningln tipo de factor externo que influya en su crecimiento
[14]. Modificaciones en la tecnologia podrian mejorar la
eficiencia de remocion de plomo, como lo plantea Al-
Homaidan [15] donde usaron la biomasa de la Arthrospira
platensis para determinar si se puede remediar plomo,
obteniendo un gran porcentaje de remocién >91%.

Los resultados de la investigacion muestran que la
aplicacion de Arthrospiraen ambas variedades logran el
objetivo de poder reducir el contenido de plomo en las aguas
analizadas, asimismo este potencial de uso es mayor en la
variedad platensis, quizas por las condiciones de salinidad
necesarias para la otra variedad, lo cual deja aun retos para
poder seguir investigando en la optimizacion de cada variedad
en base a los nutrientes necesarios y condiciones ambientales
especificas para que podamos llegar a una aplicacidn final que
pueda ser solucion para la contaminacién de este rio tan
importante en Per(. A su vez, es necesario investigar mucho
mas las interacciones de las microalgas con los metales
pesados presentes en el agua ya que podria desencadenar
reacciones no deseadas o impredecibles, lo que podria tener
consecuencias negativas en el ecosistema acuatico.

IV. CONCLUSIONES

Las cianobacterias estudiadas mostraron resultados
adecuados en la biorremediacién de plomo, sobre todo la
variante de Arthrospira platensis sin compresor de oxigeno
logrando una reduccion de 85.37% de plomo en agua. La
variante de Arthrospira maximum presento los menores
valores de remocion de plomo. Finalmente confirmamos
nuestra hipotesis inicial que fue la viabilidad tecnoldgica del
uso de cianobacterias para reducir de manera eficiente los
niveles de plomo del Rio Moche. Por lo tanto, el potencial de
biorremediacion de las microalgas en el agua de los rios
contaminados ayuda a reducir la carga de contaminantes en los
rios de agua dulce. Adicionalmente se genera la necesidad de
mas investigaciones para confirmar estos rendimientos a
mayor escala y validar las condiciones operativas, como el
tipo de estrategias de cultivo, iluminacién y otras variables de
importancia.
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